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論 文 内 容 要 旨
STUDIESONANTIHYPERTENSIVEPEPT-DESDERIVED
FROMWHEYPROTE-N
INTRODUCTION
Anumberoffunctionalpeptidesrelatingtoantihypertensiveeffectsderived
食ombov血ecase血(3,4),h㎜ ㎝casein(1)㎝dwheyprote血(WP)(2,5,
7),havealreadybeenidentifiedandcharacterized.
ACE(EC3.4.15.1)isclassifiedasapeptidyl-dipeptidehydrolaseliberating
exopeptidasewhichhasbeenclassicallyassociatedwiththereninangiotensin
systemregulatingpgripheralbloodpressure.There血1angiotensinsystemhas
been㎞plicatedinbloodpressureregulationandhypertension.Ren血actson
angiotensinogenandreleasesinactiveangiotensinI,whichisthenconvertedto
theactivepeptidehormoneangiotensinIibyACE(6).
Applicationofenzymatichydrolysistoimprovethefunctionalproperties
ofWPweredescribed.BioactivepeptidesfromWPandtheirphysiological
effectshavereceivedlessattentionthanthosefromcasein(2).However,
lirnitedstudieshavebeencarriedouton冊)derivedangiotensinconverting
enzyme(ACE)inhibitorypeptides.Nevertheless,someoftheantihypertensive
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effectrelatedtoACEinhibitorypeptideswasderivedfromWPsuchas
lacto甲hinswhichae血volvedinthesequencesofbov血eα一Lact組b㎜in
(α一La)/orβ一Lactoglobu蔓in(β一Lg)(5)andalbutensinAderivedfヒombovine
se㎜ 副b曲(BSA)(7).
CHAPTERl
P昨1:Neゆ 面γぬon.。f聯e璋ib蜘Ac鵬39血stAn幽ns血
C㎝ve血gEnzy血e丘omCase血091ycoPgPdde(C6P,1(一Cn:
f106-169).
ｮneofcomponentofsweetcheesewheywhichliberatedfromK-casein
bychymosindigestiondu血gthecheesemakingprocessisCGP.CGPis
expectedtobeoneoftheprecursorofbioactivepeptidesthatare血active
whiletheyareincludedwithinthesequenceoftheprecursorproteinandmay
becomeasbioactivedigestionproducts.Inthispart,theinductionofACE
inhibitorypeptidesfromCGFbyhydrolysiswithproteaseswastasted,and
isolateoftheactivecomponentwereperformed.
After24hdigestionofCGPbysdifferentproteases,thestrongestACE
inhibitoryactivity(92.6%)wasderivedbythepepsindigest.Theactivitywas
dependentonthedigestiontime,andthatof24hdigestionwashigherthan12
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h(21.9%)or48h(35.7%).ThepepsindigestofCGPwasfastfractionated
byC-4hydrophobicchromatography,andthenbyC-18hydrophobic
chromatography.
OneofanACEinhibitorypeptideswasisolatedbyhydrophobicand
reversed-phasehighperformanceliquidchromatography(RP-HPLC).The
aminoacidsequenceanalysisofthepeptidewasclarifiedasNH2-lle-Ala-Ser-
Gly-Glu-Pro-COOH(x-Cn:fl2S-130)andwasnamed"x-caseinosin".
Pa並2:NewDedvadonofThe血血bitoryActivityaga血stAngiot㎝s血
Collve血gEnzymefbomWheyProtein.
ThemostpotentACE血hibitoryactivity(91.91%)wasderivedf}omwhey
protein(WP)containingCGPbypapaindigestion.WPremovedCGPand
cheesewheypowder(CWP)showed血ehighestactivi呼a食erthe㎜olys血
digestionof95.23%and98.56%,respectively.Nosignificantdifferencesin
inhibitoryactivitywereobservedbetweenWPwithandremovedCGP
samples.ACEinhibitorypeptidesareconsideredtocomemainlynotfrom
CGPbutffomotherWPcomponentssuchasβ一Lg,α一La,BSA,proteose-
peptone.F慮he㎜ore,asimilarexperimentwithWPcontai血gCGPand
CWPconcludedthatlactoseandmineralsinCWPdonotcontributetothe
ACEinhibitoryactivity.
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CHAPTER2
IdentificationofAnAntihypertensivePeptideDerivedfromWhey
ProteinbyProteaseDigestion.
抽 ・dig・t・dWPby7㎞d・ ・fp・・tease・wereas・ay・d飴・血 ・AC甘
inhibitoryactivityandforthesystolicbloodpressure(SBP)effectof
spontaneouslyhypertensiverats{SHR)aftergastricintubation.Digestionof
WPbyproteinaseKgavestrongdepressivee倹ctontheSBP(一55mmH:g),
after6haftergastricintubation.
SixpeptideswerechromatographicallyisolatedfromtheproteinaseK
digestbyacombinationofHPLCwithRPandgelfiltrationmodes.The
aminoacidsequencesandtheoriginsof6peptideswereclarifiedasfollows
Vat-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly[[i-Casein(Cn):f59-64];Gly-Lys-Pro([32-
microglobulin:f18-20);Ile-Pro-Ala((3-ig:f78-80);Phe-Pro(BSA:f221-
222;β一Cn:f62-63,f157-158,andf205-206);Val-Tyr-Pro(β一Cn:f59-61)
andThr-Pro-Val-Val-Val-Pro-Pro-Phe-Leu-Gln-Pro(J3-Cn:f80-90).
Chemic田lysynlhesizedpeptides,exceptan㎜decapeptide(β一Cn:f80-90),
showedtheantihypertensiveactivityinSHR.Thesynthetictripeptide
(lle-Pro-Ala),showedthestrongestantihypertensiveactivity(一31mmHg).
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CHAPTER3
DetecdonofAntihypertensiveTripeptide皿e-Pro-Ala(β一1actos血A)血
1'u駐gofSHRa食erGastdcIntしlbado且.
DetectionandisolationoftripeptideIle-Pro-Ala(II'A)aftergastric
血tubationwasstudiedinorgans(1㎜g,kidney,heartandtestes)ofSHR.
ACEactivityinlung,kidneyandtestesofSHRgivenstandardtripeptideIPA
werelowerthanthoseACEactivityofSHRgivendistilledwater.Onlya
peakwiththesameretentiontime{Rt)ofIPAwasdetectedfromthelungof
SHRbyHPLCanalysis.NopeakwiththesameRtofIPAwasdetectedfrom
kidney,heartandtestesofSHRorinratsgivendistilledwater.Byanalysisof
aminoacidcomposition,aminoacidsequenceandmolecularmass,thepeptide
isolated丘omlungofSHRwascol1丘㎜edtobeIPA.Theseresultsindicated
thatadministratedIPAisabsorbeddirectlyfromintestinewithin6hoursafter
gastricincubationwithoutbeingdecomposedbydigestiveenzymes,then
shｮwstheantihypertensiveeffectsinSTIRbyinhibitingtheACE.
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CHAPTER4
ApplicationTrialofTheDevelopmentofANewTypeofFermented
CheeseWheyEeveragewithAntihypertensiveEffects.
Part1;Laboratorycondition
StrongACEinhibitoryactivitymorethan95%wasderivedbyproteinase
KandthermolysindigestionofCWPunderexperimentalconditionsin
l鋤or航ory.ThedigestedCWPwas艶㎜e血ed撮370C鉛r24hrw油2%
(viv)inｮculationof2kindsoflacticacidbacterialculture(each1%ofL.
d乙1b盟θc臨7ssp.∂α伽 ηヒロ5NLAIB6and3乙 訪θ㎜(励 血z5NLAI510).
ThroughthecomparisonoftheACEinhibitoryactivitybeforeandafterlactic
acid琵㎜e甑ion,prote血aseKwasselectedasthemostpro曲ente即e
amongthe7proteasestested,becausealmostnodecreaseinactivityafter
艶㎜en伽on(丘om89.9to89.8%)wasobserved.
Theanalysisofviablecellsinthesampleafterfermentationindicatedthat
enoughviablecells(2.5x10g/ml)couldremaininthebeverage.
Part2:Industrialconditiｮn
CWPwasdigestedwithfourkindsoffood-additiveproteases(proteaseA,
actinaseAs,kokulasePanddenatymeAP}underindustrialconditionsat37ｰC
食)r8h.ThedigestedsampleswereassayedfbrACEinhibitoryactivityand
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wereevaluatedonthechangesinSBPofSHRaftergastricintubation.
AlthoughACEinhibitoryactivityofactinaseAsdigestofCWPwasweak
(44」%),as往ongdecreas血ge饒ctofSBP(一32±954㎜Hg)wお
observed.TheactinaseAsdigestofCWPwasfollowedbyfermentationby
伽o㎞dsoflacticacidbacteda(血esames廿a血used血p頒1)at370C鉛r8
h.PeptideswerefractionatedbyhydrophobicchromatographyusingWakogel
LP-40C18resinwithstepwiseelutionfrom15%to90%(v/v}usingCH30H.
A丘actionelutedwith45%CH30Hshowedthehighestant血ypertensiv!e
activiW(一21x3.61㎜Hg)aga血stSI凪.
Finally,twopeptideswerechromatographicallyisolated丘omactinaseAs
digestbyacombinationofHPLCwithRPandgelfiltrationmodes.The
aminoacidsequencesandtheoriginsof2peptideswereclarifiedasfollows:
Arg-Pro-Lys-His-Pro-lle-Lys-His-Gln-Gly-Leu-Pro-Gln(tridecapeptide,
ocsz-Cn:f1-12)andVal-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-Glu-
Lys-Phe-Asp-Lys-Ala(heptadecapeptide,β一Lg:f123-139).Chemically
synthesizedtridecapeptideshowedtheantihypertensiveactivity(一18ｱ
4.57mmHg)inSHRandtheIC;owas278ｵM.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
牛乳 のホエーは,チ ーズ を生 産す る際の副産物 として生成す るものであ り,原 料乳の90%がホエー と
なるため,そ の利用法の 開発が世界的 に問題 となってい る。本研究 は,ホ エー タンパ ク質をプロテアー
翌で処理する ことによって降血圧ペ プチ ドを生成 してお き,こ れをさらに乳酸菌で発 酵するこ とによっ
て血圧 降下作用のあ る発酵 ホエー ドリンクを作 るこ とを目指 した ものである。
タンパク質のプロテアーゼ分解 に よって生成するペプチ ドの中には,ア ンジオテ ンシン変換酵素(ACE)
を阻害す ることに よって血圧の上昇 を抑制す る作用のあ るものが多 く見出 されてい る。牛乳 タンパ ク質
の中では,カ ゼイン由来めペプチ ドか ら多 く見 出されてい るが ホエー タンパ ク質か らは少 ない。
本研 究ではまず,チ ーズホエー中 に炉 カゼ インの断片であるカゼ イノグ リコペプチ ドが含 まれている
ことか ら,こ の酵素分解 による降圧ペ プチ ドの生成 について調べ た。ペプシ ン消化物 中に強いACE阻害
活性が認め られ,こ れ を分画 し,構 造解析す ることに よって,6ア ミノ酸 か ら成 るペプチ ドを見出 し,
κ一カゼイノシンと命名 した。次いで,全 ホエ ータンパ ク質を7種のプロテ アーゼで消化 し,ACE阻害活
性 と高血圧 自然莞症 ラッ ト(SHR)を用 いて降圧効果 を測定 した ところ,プ ロテ ィナーゼK:が最 も効果 が
高か った ことか ら,こ の消化物か らペプチ ドを分画精製す ることによって,6種 のペプチ ドを単離 し,
そ の構 造 を解 明 した。 プ ロテ ィナ ーゼKで 処 理 した チ ーズ ホエ ー を,更 にL,6協gα冠cπ8と
S翻 んr〃Lqρん伽sの2種 の乳酸菌で発酵 させ,乳 酸菌数お よび発酵前後の降圧効果を調べた結果,充 分 な
数の乳酸菌 を含む,降 圧作用 を保 ったホエー ドリンクの作 成で きることが認め られた。
次に,経 口投与 した降圧性ペ プチ ドが,腸 管か ら吸収 され,器 官に到達 して効果 を発揮 しているか ど
うか を確かめるため,降 圧効果の高かった トリペ プチ ドlle-Pro-Ala(IPA)を合成 し,ラ ットに経 口投 与 し
たの ち,肺,腎 臓,心 臓,精 巣 を摘出 しそれぞれか らIPAの回収 を試 みた。 その結果肺 か らIPAが回収
され,腸 か ら吸収 されたIPAが肺 に到達 し,ACEと結合す ることに よって効果を現 してい ることを確認
した。
降庄ペプチ ドを含む発酵 ホエー ドリンクを商品 として仕上げ るため,食 品添加物 として認 可 されてい
る5種 のプロテアーゼを用いてホエ ーを処理 した ところ,ア クチナーゼAsによる処理 で最 も高い降圧効
果が認 め られた。 この中か らは,13および17のアミノ酸 から成 る降圧性ペプチ ドが得 られ,そ れ らの化
学構造 を明 らか に した。 プロテアーゼ処理後,乳 酸菌で発酵 させる ことによ り,降 圧作用 を保 った発酵
ホエー ドリンクが得 られた。
この ように して,チ ーズ ホエー より降圧作用 を持つ発酵 ホエー ドリンクを作 るための,基 本的な工程
が定め られ,ホ エーの有効利用 に道 をひら くもの としての価値が高い と考 えられた。 よって審査員 一同
は,本 研 究者に博士(農学)の学位 を授与す るに値す るもの と認定 した。
一18一
